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Abstract (Basic): WO 9517167 A 

The immune response to synthetic antigens (Ag) is potentiated in 
humans and animals by (1) incorporating Ag into biodegradable, . 
spherical microparticles; (2) suspending these in a dispersion medium, 
then (3) parenteral admin, of the compsn.. 

USE - The method is used for immunisation of humans or animals 
against viral, bacteria, protozoal or humour cell Ag. 

ADVANTAGE - The method ensures a high level response (antibody and 
cellular) against an Ag that is normally only weakly antigenic. The 
response is at least as good as that achieved with Freund's adjuvant 
but longer lasting (because cytotoxic T cells are also stimulated). By 
altering the nature of the biodegradable particles, potentiation can be 
targeted and the progression of response with time controlled. There is 
no need for a narrow, precisely defined particle size distribution. 
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An immunoioslc.^1 rcvspoiise 
potentiation process is disclosed for 
synthetic or gt-nclically engineered 
antigens having low immunngcnicit)'. 
llic antigen is embedded into 
biode.5.radab!e mlcro?.^nicles. these 
antigcn-loadcd micropsriiclcs are 
dispersed in ft biodegrft.lable mcdi\mi 
which triggers when it is parcntcrally 
administered a potentiated antibody, 
TH-lvmphocyte and Tc-lymphocytc 
response, as compared to an aqueous 
antigen soluiJon. The extent of 
immunological potentiation is at least 

comparable with that alUtned by TFA . „ t • • . 

compositions. Linear B-Tw-cell epitopes, linear Tc-ccll epitopes, dimcrs and multimcrs of said epitopes, as well as their mixtures arc. 
used as low imm-jnogenicity antigens. The microp.^rticics are based on biodegradable biopclymers such as polyester, polyanhydride 
polvorth-^ester. By mixing microparticles with different wettabilities, swellabilities, release and biodegradalion times, the most jilensc and 
longest immunological pc»tcniiation is achieved. Tliis process is useful for immunising human beings and animals against diseases caused 
by viruses, bacteria, protozoa or tumour cells. 
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Ecsctireibuxi%3f : 

Verfaiiri!a 7.ur Pote3:i2ierux:kg der ijmounologischen Aiitwoxb 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Vcrfahren zur 
Potenzieruncj dor Inimunogenitat von synthetischen, schwach 
iTumunogenen Antigenen. Unter syntherischen, schwach imfnunogenen 
Antigenen werden nachfolgend Verbindungc mit Peptid- bzw. 
Proteinstruktur verstandon, welche entweder chemisch oder mittels 
rekorrtdnanter DNA-Technologie hergestellt werden und die nach 
parenteraler Verabreichung in wSssriger LSsung oder als Alumini- 
umadsorbat einc nur unbedeutende iirrmunologische Antv/orL mit sehr 
niedrigen AntikBrpertitern und fehlender oder nur gcringer T-2ell 
Proliferation auslosen. Nachfolgend soli diese Gruppe von 
Ai'itigenen der Einfachheit halber als synthetische Antigene 
bezeichnet v/'erden. Def initionsgemass ist also die Iramunantwort 
auf die hier beschriebenen synthet ischen Antigene vernachlassig- 
bar, wenn diese in wassriger Losung verabreicht werden, Als 
experimentelle Ref erenzzubereitung wird Inkomplettes Freund' s 
Adjuvans (IFA) vervs^endet. IFA ist eine Wasser in 01 (W/0) 
Zubereitung, welche bekannterweise sowohl die humorale v;ie 
zellulare Inurtunantwort stimuliert. Wegen starken unerwunschten 
Nebenef f ekten darf IFA jedoch nur zu Versuchszwecken verwendet 
werden. Unter dem Begriff Impfstoff werden nachfolgend Formulie- 
rungen verstanden, welche zusStzlich zum Antigen Stoffe enthal- 
ten, die ihrerseits reine Hilf sstof f unktion oder eine immunpoten- 
zierende Funktion oder gar eine KoiT±>ination beider Funktionen 
ausuben. Reine Hilf sstof fe sind beispielsweise Wasser zur 
Auflosung des Antigens fur die parenterale Verabreichung, 
antimikrobielle, isotonisierende und pH-stabilisierende Hilfs- 
stoffe. Immunpotenzierende Stoffe werden oft auch als Adjuvantien 
bezeichnet, worunter beispielsweise unlosliche Aluminiumsalze 
{-phosphate, -hydroxide) , gewisse Lipopolysaccharide, Muramylpep- 
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tide, Trehalose-Vcrbinduncj-n, verschiedcnc Cytokine wie Interieu- 
kin i, lipophile B].ockcopo^y.•nere (Poloxamere) fallen. Adjuvanr.- 
eigenschaften besitzen jedoch auch die exper.i mentelle ReferenzEu- 
bercvitung Inkomplettes Freund's Adjuvaris und verschiedene noch 
in der Entwicklung sich bcfindliche Impf st.of f-Darreichungsfonnen 
wie Liposomen, F.mulsionen, Nanokapseln. Diese Darreichungsf orn-.en 
bewirken nicht nur die Bildung eines Antigcndepots in vivo, 
sondern bcsitzen auch immunstimuliercndc Eigenschaf ten . 

Die: Entwicklung neuer Impfstoffe und die Verbesserung 
bestehender Impf stof f-Formulierungen hat in den letzten Jah r. 
an Bedeutung und Dringlichkeit gewonnen (E. Eppstein et al.. New 
adjuvants for vaccines containing purified protein antigens. 
Advances in Drug Delivery Review 4, 233-253, 0-^.90)). Die 
Herstellung synthet ischer Antigone wie auch die Entwicklung 
gecigneter Ad juvansformulierungen und Darreichungsf ormen, welche 
die Immunogenitat von schwach immunogenen Verbindungen erhOhen, 
stehe:. dabei im Vordergrunde . Die Entwicklung neuer AJitigene hat 
einerseits Krankhe.i.ten zum Ziel, gegen die es noch keine Oder nur 
ungeniigend wirksarae Impfstoffe gibt wie beispielsweise AIDS, 
Malaria, Tuberkulose, Cholera, Hepatitis A, Krebserkrankungen; 
andererseits gehen die BemiShungen dahin, die in den traditionel- 
len Impfstoffen enthaltenen Antigens wie inaktivierte Viren, 
Bakterien Oder To>:oide, durch einfacher zu produzierende und zu 
reinigende und besser charakterisicrbare niedermolekulare Peptide 
und Proteine zu ersetzen, welche die antigenen Bereiche der 
eigentlichen I) ' -ktionserreger in ihrer Struktur aufweisen. 
Seiche Eintigenen Peptide und Proteine kSnnen biochemisch oder 
durch rekombinante DNA-Technologie in hoher Reinheit gewonnen 
■ werden. Diese neue Generation von synthetischen Antigenen 
besitzen in ihrer chemischen Struktur Peptidsequenzen (Epitope) , 
welche antigen-spezif ische T„- (Heifer), Tc- (cytotoxisch) und 
B-Lymphozyten stimulieren. Dabei konnen die sogenannten T,,-, T^- 
und- B-2ell-Epitope je einzeln vorliegen oder kovalent zu einem 
chimeren B-T-Epitop verknQpft werden. Da diese gentechnologisch 
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Oder cheinisch hercjestcUten Antioene im allgemeinen niedrige 
Molekularaewichte von zirka 500 - 2' 000 aufweiscn, ist ihre 
immunogenitat im Gegonycitz zu Toxoiden mit. l-5oleku.largGwichten von 
•SO'OOO bis ISO'OOO odtr im Gegensatz zu partikularen Antigenen 
wie inaktivierten viren und anderen Mikrocrganismcn sehr 
schwach . 

Bisher beknnnte Stratcgien zur immunogenitiitspotenzierung von 
synthetischen ^^Jitigenen beruhen darc-aif, in einein err.ten Schritt 
das Molekulargewicht dieser Antigene durch kovalcnte VerknOpfun- 
gen zu erhShcn, und in einem zweiten Schritt diese hohcr moleku- 
laren Konstrukte in inununpotenzierende Fonviulierungen einzubrin- 
gen . 

Es ist bekennt, dass die Erhohung des Molekulargewichtes 
dadurch erreicht wcrden kann, dass das synthetische Antigen 
kovalent an hochmolekulare Tragerproteine wio beispiclsu-eise 
Diplitherie- und Tetanus-Toxoid, Rinderserumalbunun, Napfschnek- 
ken-Haeniocyanin gebunden wird. Kachteilig an den Antigen-Trager- 
protein-Konstrukten sind der Einsatz von sehr teuren und relativ 
unreinen Tragerprcteinen aus Fremdorganismen, die Notwendigkcit 
von reaktiven und relativ toxischen Agenzien zur kovalenten 
Verknupfung von Antigen und Tragorprotein, und die Schwierigkeit 
der Reinigung, sowie der Identitats- und Reinheitspruf ung dieser 
Verbindungen. Es wurde andererseits auch vorgeschlagen, das 
Kolekularge\s'icht von B-T-Epitopen dadurch zu erhShen, dass diese 
selbst in einer Art Aststruktur kovalent zu Multimeren verknupft 
werden (J. P. Tarn, Y.-A. Lu, Proceedings of the National Academy 
of Sciences of the USA 86, 9084-9088 (1983) ) .Diese Konstrukte 
werden als Multiple Antigen Peptide, kurz MAP, bezeichnet. 

Weiterhin ist bekannt, dass die KoirODination eines B- und T^- 
Epitops essentiell ist fur das Zustandekommen einer Antikorper- 
bildung uiid dass die Kombination eines Te-Epitops mit einem 
Epitop die cytotoxische Liinphozyten-Antwort , auch CTL-Antwort 
genannt, nach Verabreich- g in IFA verbessern kann (C. Widmann 
et al., J. Immunol. Methods 155, 95-99 (1992)). 

Nach der PS-EP-Al-513' 861 werden verschiedene immunpoten- 
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zierende Formulierungen fur solche schwach immunogenen Antigene 
und deren hohen.olekularen Konstrukte be.<?c:hriebon . Dazu gehoren 
in erster Linie irrununstimulantien enthaltende 0/W--Einu3 sioncn . 
Nachtei-Ug an diesen grobdispersen bzw. kolloiddispcrsen Systen^en 
sind ihre inherence thernodynainische Instabilitat, die sich bei 
Lagerung in Koalos..enzerscheinungen widerspiegeln kann. Weiterhin 
unterUegen die Komponenten solcher f lussig-dispersen Formulie- 
rungen chemischen Veranderungen wie Oxydation und Hydrolyse. 
Zudem benotigen die beschriebenen Forraulierungen mei-'Jt lmmun-«5ti- 
mulantien wie Muran-ylpeptide, die toxikologir.ch nicht gan. 
unbedenklich sind. Schliesslich zeigen diese Formulierungen 
keinerlei Langzeitef fekt . Urn einen ImpfschuUz ttber mehrere Jahre 
2u erzielen ist es deshalb notwendig diese Impf stcf f-Formulie- 
rungcn nach einem festgelegten ImpfpXan drei his viermal zu 
injizieren (sogenannte "Booster"-In jektionen) .■ 

jm weiteren if.t nach der int. VerSf f entlichungsschrif t 
W092/19263-A1 ein System zur Immunpotenzierung von Antigenen 
bekannt, welches sogenannte biodegradierbare MikrosphSren, auch 
Mikrokapseln Oder Mikropartikel genannt, verwendet . Nachteilig 
an diesem verf ahren ist, dass die Immunpotenzierung hauptsachlich 
in der gastrointestinalen Mukosa beobachtet wird und deshalb nur 
fur relativ wenige Krankheitse.reger (sog. enteropathogene 
Mikroorganismen) Wirkung zeigen durfte. Die Tatsache, dass die 
Mikropartikel zudem in den Zwolf f ingerdarm verabreicht werden und 
nicht peroral eingegeben oder eingenommen werden konnen, 
schliesst eine praktische Anwendung, zumindest beim Menschen, 
aus. Ausserdem scheint nach PS-EP-A2-333' 523 ein ausgewogenes 
Mass an feinen (1 - 10 pn) und grobkSrnigeren (20 - 50 ^m) 
Mikropartikel eine wichtige Voraussetzung fQr den immunpotenzie- 
renden Effekt zu sein. Diese Anf orderungen an den KorngrSssenbe- 
reich der Mikropartikel stellen einen Mehraufwand bei der 
Herstellung und Auf arbeitung" der Mikropartikel dar, was nachtei- 
lig erscheint. 
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Aufoabe der Erfinduncj ist es, ein synthecischcs Antigen 
mitcels soezifischer Diocolymcre in bioabbaubarc Mikrop^-rtikel 
einzubelLen, diese. Mikropart.ikel in einera Dispersion«:..ediuir. v.u 
.suspendieren und parenteral zu verabrelchon, wobei einc Potenzic- 
rung der systemischen iir.munologirxhen Antwort bewirkt wird. 

ErfinrtungsQerr.Sss wird diese Auf gabe . mit einem Verfahren 
gemass dem Wortlaut der PatentansprOche 1-12 gel6st. In den 
Beispielen 1 - 6 werden Ausf iihrungsbeispic-le da^.u besohrieben. 
Das e.findungsgerassse Verfahren wird nachfolgend an Hand der Fig. 
1-7 naher erlSutert. Es zeigen: 

Fig. 1 scherr.atische Darstell-ong des erfindnngsgemSsscn Immun- 
potenzierung 

Fig. 2 Antikorpertiter nach einmaliger Verabreichung von MAP 
enthaltenden; schnell freigebenden Mikrokapseln und 
einer IFA-Formulierung 

Fig. 3 Antikorpertiter nach ein.naliger Verabreichung von m? 

enthaltenden, langsam freigebenden Mikrokapseln und 
einer IFA-Formulierung 

Fig. 4 Ant ^k6rpert iter nach einmaligerverabr. ' hung einer M^J" 
enthaltenden Mischung von schnell und iangsam f; ge- 
benden Mikrokapseln und einer IFA-Formulierung 

Fig. 5 Ant ikSrpert iter nach dreimaliger Verabreichung von WJ? 

enthaltenden, schnell freigebenden Mikrokapseln und 
einer IFA-Formulierung 

Fig. 6 Proliferative T-Lymphozyten-Antwort nach einmaliger 
Verabreichung verschiedenen MA? enthaltenden Mikro- 
kapseln und einer IFA-Formulierung 
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Fig. 7 Tc-Ar»twoi:t nach einmaligcr Verabreichuny eincr Mischung 
schnell f reigebender Mikrokapseln, die jeweils ein 
synthetisches T,-Antiger. und ein entsprcchendes MAP 
entha] *-.en 

1 . Einbetten von synthetischcm Antigen in bioabbaubore Mikropar- 
tikel 

Ausgangspunkt des Vorfahrens sind synthetische Antlgene 
gemass Definition in der Einleitung dieser Patentschrif t , die in 
ihrer bekannten chenischen Struktur ir.indestens ein definiertes 
und vcm in-jnunsystem erkennbares Epitcp eincs pathogenon Mikroor- 
ganismus enthalten. Dabei kann as sich beim Epitop sovohl urn ein 
B-2ell-Epitop, ein T«-ZeU-Epitop, ein T,-Epitop od-r eine 
beliebige Mischung dieser Epitope handeln. Bevorzugterweise 
bilden die sogenannten Kultiplen Antigen Peptide (MAP), alleine 
Oder in Koirtoination mit einem Tc-Epitop, den Ausgangspunkt des 
Verfahrens. Die Herkunft der Epitope schliesst Bakterien, Viren, 
Protozoen und Tumorzellen ein. Erf indungsgemgss wird das 
synthetische Antigen in bioabbaubare Mikropartikel eingebettet . 
Erf indungsweser-: lich ist, dass zur Herstellung der bioabbaubaren 
Mikropartikel Biopolymere mit spezifischen physikalisch-chemi- 
schen Eigenscharten ausgewahlt werden. Massgebliche Eigenschaf- 
ten sind die Benet^-barkeit, die UnlSslichkeit, die Quellbarkeit 
und die Bioabbaubarkeit der Biopolymere und der daraus herge- 
stellten spharischen Mikropartikel in wSssrigen Medien und 
physiologischen Fliissigkeiten. Das Ausmass der Quellbarkeit der 
Biopolymere sowie deren Bioabbauzeit bestimmen masS'^ jlich die 
Freisetzungskinetik der Antigene aus den Mikrokapseln. Oberra- 
schenderweise wurde nun gefunden, dass diese Freigabekinetik auch 
den zeitlichen Verlauf der Immunantwort beeinflusst. Beispiele 
solcher Biopolymere mit unterschiedlicher Benetzbarkeit, Quell- 
barkeit und Bioabbauzeit sind Poly (milchsaure) , Poly (milch-co- 
glykolsSure) , Poly (hydroxybutters&ure) , Poly (hydroxybutter-co- 
valeriansSure) , Poly (caprolacton) . Die Binbettung des syntheti- 



wo 93/17167 



PCT/Cil94/00i42 



7 

schen Antigens in das Biopolymcr crfolgt mittels verscbiedcncr 
bekannter Verfahren ^<ie Spruhtrocknung, L6sungsmittel-Verdampf ung 
Oder Koazorvation. Dabei resultieren antigenbeladone, spharische 
.Mikropartikel in der Grossenordnung vonl bis 200 nm. 

2. Suspendieren im Dispersionsracdium 

Die erfindungsgemassen antigenbeladenen Mikropartikel werden 
in einem zweiten Schritt in ein Dispersionsmedium eingebracht, 
das fur die parenterale Verabreichung cler Mikropartikel gGeignet 
ist. Erfindur.gswesentlich ist dabei, daas das Dispersionsmedium 
biokompatibel und bioabbaubar ist, und zusatzlich fur die 
Potenzierung der Inuv.unantwort vortcilhafte Eigcnschaf ten besitzt. 
Solclie vorteilhaften Dispersionsmedicn sind beispielsweise 
wassrige und 51ige Losungen von Lecithin oder wassrig-Slige 
Emulsionen mit Lecithin in eincm Konzentrationsbereich von 0,1 
- 20 %, bevorzugterweise von 2 - 10 %. Keitere geeignete 
Dispersionsraedien sind sogenannte Mikroemulsionen, die aus einer 
Wasser-, 61-, Tensid- und Kotensid-Komponente bestehen. Hierzu 
werden biokompatible und bioabbaubare Substanzen wie beispiels- 
weise natOrliche und synthetische Mono-, Di- und Triglyceride, 
Lecithin, Poloxamere und Polysorbate verwendet. Die genannten 
Dispersionsmedien zeichnen sich durch Oberraschend gute Benet- 
zungs- und Suspendiereigenschaften fUr die bioabbaubaren 
Mikropartikel aus. Diese Benetzungs- und Suspendiereigenschaften 
sind beispielsweise wesentlich besser als jene der tiblicherweise 
verwendeten Dispersionsmedien, wie Carboxymethylcellulose oder 
Polysorbat. Die Dispergierung der Mikropartikel im Dispersions- 
medium kann durch einfachcs Schutteln erfolgen, wobei eine 
injizierbare Zubereitung entsteht. 



3. Verabreichen 



Die antigenbeladenen und im Dispersionsmedium suspendierten 
Mikropartikel werden parenteral verabreicht, wobei diese Verab- 
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reichung einmalig oder n.chtmalig in be.timrr.ten Zeitabstanden 
erfolgen kann. Letztere Verabreichungsart ist unter dem Begriff 
/Boo«;tcn' bekai.nt . Die 1. und 2. Booster-Dosis kann beispiels- 
weise 1 - 4 Kochen und ^ - 6 Monate nach der ersten Injektion 
verabreicht werden. Nach einmaliger oder mehrmaliger Verabrei- 
chong der erf indungsgemassen Formul ierungen wird eine poten.ier- 
te, mehrero Monate anhaltende Imraunantwort ausgelSst. 

4. Bewirken der potenzierten Imi'iunantwort 

Die Potenzierung der Imrnunantwort wird iir.' allgeir.einen nach 
einmaliger, ansnahmsweise jedoch auch nach dreimaliger parente- 
raler Verabreichung der erf indungsgemSssen mit synthetischen 
Antigencn beladcnen Mikropartikel in BALB/c Mausen gemossen. Als 
synthctische Modell-Antigene wird ein MA?, aufgebaut aus einem 
u'niversellen T„-Epitop des Tetanus Toxins (Seqxienz 947-967) und 
einem B-Zell Epitop der repetitiven Region des Circumsporozoit 
Proteins von Plasmodium berghei, und ein T^-Epitop von Plasmodium 
berahei Ci rcumsporozoit-Protein (Scquenz 252-260) verwendet (S. 
Dernotz et al . , J. of Immunology, 142, 394-402 (1989)/ P. Romero 
et al.. Nature 341, 323 <1989); J.L. Weber et al., Exp. Parasito- 
logy 63, 295 (1987) ) . Die IntensitSt und die Dauer der Immunpo- 
tenzierung wird anhand der spezifischen Ant ikorpert iter, der 
T-Lymphozyten-Proliferation und der spezifischen, cytotoxischen 
T-Lymphozyten-Aktivitat gemessen. Diesc drei Parameter werden 
nach bekannten itranunologischen Methoden bestimmt. 

Fig. 1 illustriert schematisch die relevanten Parameter der 
durch das erf indungsgemSsse Verfahren erzielten immunpotenzie- 
rung. Eine Immunpotenzierung bedeutet in der vorliegenden 
■ Patentschrift, dass die Intensitat der immunologischen Antwort 
im zeitlichen Verlauf auf ein verabreichtes synthetisches Antigen 
auf den Ebenen des Antikcrpertiters, der T-Zell-Prolif eration 
und der Tc-Stimulation gegeniiber einer wSssrigen Antigenlosung 
potenziert und gegeniiber einer IFA-Formulierung in vergleichbare.-n 
Oder erhbhtem Masse potenziert ist. 
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Daraos ergibt sich die Moglichkeit durch Mischung von 
Biopolyrr.eren mit untcrschiedlicher Benetzbarkeit, QueUbarkea 
und Bioabbauzeit sowohl die humorale Antik6rper-Ar.twort wie auch 
dip zellulare T-Ly.phozyten A.-.t.wort in einem Masse zu potenzxe- 
ren, dns vergleichbar Oder sogar hoher ist a3s die mit Inkomplot- 
tem Freund's Adjuvans erzielte Potenzierung . Zudem sind die 
i™nantworten gen^ass diesem Verfahren zeitlich steuerbar und 
g.ger.Mber IFA und wSssriger LSsung un. ntehrere Wochen verianyert. 

Das hier beschriebeno Verfahren ermSalicht aufgrund der 
n,a..oe.chnciderten Eigenschaf ten der verw.ndeten bi oabbaubarcn 
«ikropart.ikel eine gezielte und in ihrem zeitlichen Verlanfe 
steuerbare Potenzierung der humoralen und zellulSren Irronunant- 
wor'. auf synthetische Antigene, insbesondere auf die sogenannten 
K Das verfahren besitzt iibcrdies den ausserordentlichen 
vorteil, dass nebst der gezielten und potenzierten Stimulation 
von B- und T„-Lyiaphozyten auch cytotoxische T-Lymphozyten 
stimuliert werden konnen, wodurch insbesondere auch eine 
jnununisierung gegen Viren, Protozoen und Tumorzellen erfolgreich 
durchgefuhrt werden kann. Diese cytotoxische T-Lymphozyten 
Stimulation konnte hier viberraschenderweise zum ersten Mai 
gezeigt werden. Im Gegensatz zu den in der PS EP-A2-333' 523 und 
PCT V?0 92/19263 beschriebenen Immunpotenzierung ist diese hier 
in erster Llnie systemisch, d.h. nichtmukosal, und kann sowohl 
in der I.' nsitat wie der Dauer, bzw. im zeitlichen Vcrlauf, 
gesteucrt werden. Zudem ist fur die Immunpotenzierung keine 
genau definierte PartikelgrSssenverteilung notwendig, 
technologische Vorteile mit sich bringt . 

Das hier beschriebene Verfahren findet Anwendung bei der 
immunisierung von Mensch und Tier gegen Krankheiten, die durch 
Bakterien, Viren, Protozoen und Tumorzellen verursacht werden. 
•Besonders die Immunisierung gegen Viren, Protozoen und Tumorzel- 
len, die mit herkemmlichen'impfstoffen nur unbef riedigend, d.h. 
unglnilgend und unter Inkaufnahme von unerwunschten Nebenwirkun- 
gen, erreicht werden kann, stellt eine Hauptanwendung dieses 
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verfahren. dar. Die S.i.ulierung der cytotoxischon T-ZeUen durch 
das erfindungsge-nasse Verfahren sowie die ober eino langere 
zeitperiode anh^Mtende Imr.unantwort bilden die. Basis fur dxese 
Ar.wendung . 

Beic^piel 1 boschreibt die Potenzierung der Antikdrnerantwcrt 
auf das verzweigte Multiple Antigen Peptid mit der Be.cichnung 
P30F.2, Welches aus einem universellen T.-Zell Epitop des Tetc^nus 
Toxins (Sequenz und einem B-Zell Epitop der repetitiven 

Region des Circumsporozoiten Proteins von Plasmodiuu, berghe. 
aufc -'-.sut ist: 0,02 g P30B2 vurden in 2,00 g Wasser gelost und 
diese Losung wurdo anschliesscnd .v.it Hilfe eines Ultraschall- 
generators in einer Ldsung von 2,0 g Poly (d, l-milchsSure-co-gly- 
kolsSure) 50:50 (Re..oraor 502, Bochringer Ingclheim) in 40,0 g 
DicMormethc n dispergiert. . Mittels Spruhtrocknung wurden aus 
dieser Disoersion spharische Mikropartikel. (IIG502) hergestellt . 
Mit Antigen beladene Mikr -.rtikel wurden anschliessend in einer 
5% sterilen Losung von Lilecithin (Ovothin 170, Lukas Meyer, 
D-Hamburg) durch SchOtteln suspendiert . Diese Suspension wurde 
einer Gruppe von 8 BAJLP/c Mausen zu je 0,5 ml- subcutan injiziert. 
Die pro Maus injizierte Kenge Antigen betrug 30 iig . Als Vergleich 
wurde eine zweite Gruppe von 8 BALB/c Mausen mit der gleichen 
Menge Antigen in Inkoir.plettem Freund's Adjuvans (IFA) iinmuni- 
siert. Die Antikorpertiter wurden mitteXs ELISA bestinunt.. 

Fig. 2 zeigt den zum Beispiel 1 gehorenden zeit lichen Verlauf 
der imrnunpotenzierung durch RG502 im Vergleich zu IFA. Die mit 
RG502 und IFA erzielten AntikSrpertiter sind wShrend der ersten 
15 Wochen nach Imrfiunisierung untereinander vergleichbar . Danach 
fallen die durch IFA induzierten Titer ab, w§hrend die mit den 
' Mikrokapseln induzierten Titer wShrend mindestens 28 Wochen 
konstant bleiben. Mit einem hydrophilen, stark quellbaren, 
schnell freigebenden und schnell bioabbbaubareb Biopolymeren wie 
dem PLGA 50:50 werden Antikorpertiter von 1 - 2-10' bereits zwei 
wochen nach Verabreichung erreicht und bleiben fiber eine 
Zeitdauer von mindestens 28 Wochen konstant. Im Gegensatz dazu 
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fallen die nach einr.aliger verabrcichung einer IFA- Zubcreitung 
ger^essenen Titer bereits nach 15 Wochen ab und 3 iegcn nach 28 
Wochen nur noch bei 2-10^. 

Beispiel 2 beschreibt die PotenExerung der Ant ikOrpc-r antwort 
auf das verzweigr.e Multiple Ant:- , en Peptid mit der Bezeichnung 
P30B2 (geiT,S-.s Beispiel 1), welches aus einem universellcn T«-Zell 
Epitop des Tetanus Toxins (Sequenz 947-967) und einem B-Zell 
Epitoo der repetitiven Region des Circumsporozoiten Proteins von 
Plasmodium berghei aufgebaut ist: 0,02 g P30B2 wurden in 2,00 g 
Wasser gelost und diese Losung wurde anschlie«send mit Hilfe 
eines Ultraschallgenerators in einer L5sung von 2,0 g Poly(d,l- 
milchsaure) (Res ..er 205, Boehringer Ingelheim) in 40,0 g Di- 
chlorraethan dispergiert. Mittels Koazcrvation, induziert durch 
SiUkonolzugabe, wurden aus dieser Dispersion spharische l-Iikro- 
partikel (R205) hergestellt. Mit Antigen beladene Mikropartikel 
wurden anschliessend in einer 5% sterilen Losung .von Eilecithin 
(C.'othin 170, Lukas Meyer, D-Hamburg) durch Schiitteln suspen- 
diert. Diese Suspension wurde einer Gruppe von 8 BALB/c MSus' 
2u je 0,5 ml subcutan injiziert. Die pro Maus injizierte Menge 
Antigen betrug 30 ^g. Als Vergleich wurde eine zweite- Gruppe von 
8 BALB/c Mausen mit der gleichen Menge Antigen in Inkomplettem 
Freund's Adjuvans (IFA) immunisiert . Die Antikorpertiter wurden 
mittels ELISA bestimmt. 

Fig. 3 zeigt den zum Beispiel 2 gehorenden zeit lichen Verlauf 
der Immunpotenzierung durch R206 im Vergleich zu IFA. Die mit 
dem hydrophoben, schwach quellbaren, langsam freigebenden und 
langsam bioabbaubaren R206 erzielten Antikorpertiter steigen 
wShrend der ersten 12 Wochen kontinuierlich an und erreichen dann 
das Niveau, das mit IFA bereits 2 Wochen nach Immunisierung 
erzielt wurde. Wahrend die IFA-Titer nach ungefShr 15 Wochen 
wieder stetig abfallen, bleiben die R206-Titer uber einen 
Zeitraum von mindestens 28 Wochen konstant. 



Beispiel 3 beschreibt die Potenzierung der Antikdrperantwort 
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auf das verzweigtc Multiple Antigen Pcptid mit der Bezeichnung 
P30B2 (oemass Beispiel 1), wolches aus einem universal len T,-Zell 
Epitop des Tetanus Toxins (Sequcnz 947-967) und einom B-2ell 
Epitoo der repetitiven Region des CircuTnsporozoiten Proteins von 
Plasmodium berghei aufcjebaut ist : P30B2 wurde analog Beispxel 1 
in Poly(d,l-milch.aure-co--glykolsaure) 75:25 (R- omer RG752, 
Boehrinaer Ingelheirn) eingebaut und zu sphSr ischen Mikropartikeln 
(RG752)^erarbeitet. Identische Mengen P30B2 enthaltende Mikro- 
partikcl RG752, RG502 (aus F^i spiel 1) und R206 (aus Beispiel 2) 
wMrdon in einer 5% sterilen L5sung von Eilecithin (Ovothin 170, 
Lukas Meyer, D-Ha^urg) durch Schutteln suspendiert. Diese 
Suspension wurde ei.ner Gruppe von 8 BALB/c Mausen zu je 0,5 ml 
subcutan injiziert. Die pro Maus injizierte Monge ;>.ntigen betrug 
30 ^lg. Als VergJeich wurde eine zweite Gruppe von 8 BAlB/c Mausen 
mit der gleichen Menge Antigen in Inkomplettcm Freund' s Adjuvans " 
(IFA) immunisiert. Die AntikSrpertiter wurden mittels F-.ISA 
bestimiTit . 

Fig 4 zeigt den zum Beispiel 3 gehorenden zeitlichen Verlauf 
der irronunootenzierung durch eine Mischung von RG502, RG752 und 
R206 im Vergleich zu IFA. Die tr.it dieser aus schnell und langsam 
freigebenden Biopolymeren bestehenden Mikrokapselmischung erziel- 
ten Ar>tik6rpertiter steigen schnell an und erzielen bereits 2 
Wochen nach inununisierung ein Niveau, das urn einen Faktor 2,5 
hSher liegt ais die mit IFA induzierten Antikorpertiter . Wahrend 
die IFA-Titer nach ungef^hr 15 Wochen wieder stetig abfallen, 
bleiben die mit der Mikrokapselmischung erzielten Titer iiber 
einen Zeitraom von mindestens 28 Wochen relativ konstant. 

Beispiel 4 beschreibt die Potenzierung der Antikorperantwcrt 
auf das verzweigte Multiple Antigen Peptid mit der Bezeichnung 
P30B2 (gemass Beispiel 1), welches aus ein<^ra universellen T„-Zell 
Epitop des Tetanus Toxins (Sequenz 947-967) und einem B-2ell 
Epitop der repetitiven Region des Circumsporozoiten Proteins von 
Plasmodium berghei aufgebaut ist: P30B2 wurde analog Beispiel 1 
in Poly(d,l-milchsaure-co-glykolsaure) 50:50 (Resomer RG502, 
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Boehringer Ingelheim) eingcbaut und spharischen Hikropart.keln 
(RG«i02) verarbeitet. Die mit >-ntigen bel.denen Mikropar.xkel 
wurden in einer 5% sterilen Losung von Eilecithin (Ovothin 170, 
• Lukas Meyer, D-IIamburg) durch Schutteln suspendiert . Dxese 
suspension wurde einer Gruppe von 8 BALB/c Mausen zu 0,5 ml 
subcutan injiziert. Di ■ pro Maus injizierte Heng-a Antigen betrug 
3x10 Jig. Die injektion vurde nach 16 Tagen (1. Booster) und nach 
113 Tagcr. (2. Booster) viederholt. Als Vergleich vurde eine 
zwojte Gruppe von 8 BALB/c Mausen mit der gleicben Kcnge Ar.tigen 
in inkomolettem Freund's Adjuvans (IFA) und nach dem gleicben 
impf schema immunisiert. Die Antikorpertiter wurden mittels ELISA 
bestimint. 

Fig. 5 zeigt den 2um Beispiel 4 gehorenden zeit lichen Verlauf 
der Im-'nunDOtenzierung nach Booster Injektionen vcn RG502 im Ver- 
gleich zu IFA. Die mit RG502 und IFA e.rzielten AntikSrpertiter 
steigei ■ sichermassen an . Das erf indungsgerr.&sse Verf ahren cignet 
sich dem.ufolge auch fur die durch Boosten erzielte Immunpoten- 
zierung. 

Beispiel 5 beschreibt die Potenzierung der T,-Lymphozyten- 
Prolifcration auf das Multiple Antigen Peptid mit der Bezeich- 
nung P30B2 gem;iss Bcispielen 1-4. P30B2 wurde analog Beispielen 
1,2 und 3 in RG502, RG752, und R206 eingebaut und zu spharischen 
wlkroi^artikeln mit unterschiedlich starker Quellbarkeit verarbei- 
tet . Identische Kengen P30B2 enthaltende Mikropartikel wurden in 
einer 5% sterilen Losung von Eilecithin (Ovothin 170, Lukas 
Meyer, D-Hamburg) duirch Schiitteln suspendiert. Diese Suspension 
wurde einer Gruppe von B BALB/c MSusen zu je 0,5 ml subcutan 
injiziert. Die pro Mau?. injizierte Menge Antigen betrug 30 \ig. 
Als vergleich wurde eine zweite Gruppe von 8 BALB/c l-5ausen mit 
der gleichen ^5enge Antigen in Inkomplettem Freund's Adjuvans 
(IFA) immunisiert. Die T-Zell-Prolif eration in den Lymphknoten 
wurde in bekannter Weise bestimmt. 

Fig. 6 zeigt die in Beispiel 5 beschriebene T-Lymphozyten- 
Proliferation 14 Tage nach Verabreichung verschiedener Mikrokap- 
selformulierungen sowie einer IFA-Zubereitung. Es geht daraus 
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hrrvor, dass alle Kikrokapself ormulierungen, d.h. RG502 mit 
schn. iler Ant igenf rei gabe, RG752 mit mittelstark verlangsamter , 
ond R206 nut star): ver langsamter Antigenf reigabe, sowie exnc 
^.i.c•hung Bller drei Mi>:rokap«eltypen die. T-Lyinphozyten-Prolxfe- 
ration in einem mindest.ns v^rgleichbarcn, z.T. starkereo Mas.e 
potenziert als eine IFA-Zubereitung . 

Bcispiel 6 beschreibt das AuslSsen einer cytotoxischen T-Lym- 
pho.yten-Reaktion auf ein T,-Zell Epitop des Circumsporozoit 
Proteins von Plasmodium berghei (CTL 359A, Seqx>enz 252-260) : 

0 008 g CTL 359A wurden in 1,0 g Wasser gel6st und diese Losung 
Kur-'- anschliessend mit Hilfe eines Ultraschallgenerators in 
ein=.r LSsung von 4,0 g Poly (d, l-milch..aure-co-glykolsKure> 
(Resomer 502, Boehringer Ingelheim) in 60,0 g Dichlormothan 
dispprgiert. Mittels Spruhtrocknung wurde aur, dieser Dispersion 
sphSrische Hikropartikel hergestellt ; Diese mit CTL 359a 
beladenen Mikropartikel wurden mi. P30B2 beladenen Mikropart.- 
keln, oemSss Beispiel 1, in einem CTL 359A : P30B2 Verhaltnis von 

1 : 10 gemischt, urn die Immunantwort auf CTL zu erhohen. An- . 
schliessend wurde die Kischung der Mikrokapseln in einer 5% 
sterilen Losung von Eilecithin (Ovothin 170, Lukas Meyer, 
D-Hamburg) durch SchOtteln suspendiert. Diese Suspension wurde 
einer Gruppe von 2 BALB/c MSusen zu je 0,5 ml subcutan injiziert. 
Die pro Maus injizierten Mengen betrugen: 4 ^g CTL 359A und 40 
^g P30B2. Die Tc-Zell Antwort wurde nach 10 und nach 20 Tagen 
mittels Zell-Lyse-Test bestimmt. 

Fig. 7 zeigt die zum Beispiel 6 gehSrenda Tc-Lymphozyten- 
Antwort, die 10 und 20 Tage nach Immunisierung, bzw. nach der 
Verabreichung der Formulierungen, bestimn,t wurde. Die prozentuale 
• Zell-Lyse-Aktivitat ist in Abhangigkeit des Effekt/Zielzellen- 
Verhaltnisses E/T dargestellt. Die gleichzeitige Verabreichung 
•von mikroverkapseltem T,-Epitop und Tn-Epifop (P30B2 + 359A in 
RG502) induziert iiberraschenderweise eine signif ikante Tc-Lympho- 
zyten-Stimulation, die 20 Tage nach Verabreichung beobachtet 
werden kann. Besonders interessant erscheint der zeitliche 
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Verlauf der Tc-Antwort, die im Gcyensatz zur T„- odor ^^.-^.t ikcrper- 



a 



ntwort bedeutcnd langere Zeit ben6tigt 



Erf indungswesentlich ist, dass bioabbf^ubare sphSrische Kikro- 
partikel vorgeschlagen werden, welche die T nantwort auf syn- 
thetische Antigene potenzieren. Dutch Festlegcn der physiknl isch- 
chemischen Eigenschaf ten der verwendeten Biopolymere ISsst sich 
diese Immunpotenzierung in ihrera Ausmass und zeitlichon Verlauf 
steuern. Das Verfi^hren erm5glicht es zudem, zusHtzlich zur 
Antikorper- und T^-Lymphozyten-Poteazierung auch die cytotoxi- 
schen T-Lymphozyten zu st.imulieren . Das Ausmass der Immunpoten- 
zierung ist mindestcns vergleichbar mit der durch IFA-Zuberei- 
tuncjen erzielten Potenzierung und in ihrem zeitlichen Verlauf 
deutUch verlangert. Kiermit steht ein Verfahren zur Verfugung, 
welches in der Immun :i sierung von Kensch und Tier geyen Krankhel- 
ten eingesetzt worden kann, welche durch viren, Bakterien, Proto- 
zoen Oder Tumorzellen verursacht vierden. 
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Patentanffiirucbe : 

1. Verfahren zur Potenzn erung der immunologischen Antwort von 
Menr.ch und Tier auf synthetische Antigene, dadurch gekenn7.eich- 
net, dass das synthev.ische Antigen zunSchst in bioabbauba re 
spharische Mikropartikel eingebettet wird, dass danach die n.it 
syntheuischem Antigen beladenen Mikropart ikel in einem Dispersi- 
onsm.cdiu.n suspendiert werden und dass diese Zubereitung parente- 
ral verabreicht wird, wobei eine potenzierte Immunantwort aus- 
gel6st wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als 
synthetisches Antigen eine Verbindung verwendet wird, die aus 
einer einfachen Kette mit mindestens einem" B-Zell-Kpitop und 
mindestens einem Ti,-Zell-Epitop besteht. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als 
synthetisches Antigen eine Verbindung verwendet wird, die aus 
repetitiv kovalent verknupften B-Zell-E?itopen und T„-Zell-Epi- 
topen bestehen. 

4. verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn2eichnet, dass als 
synthetisches Antigen eine Verbindung verwendet wird, die aus 
einem cytotoxischen T-Zell-Epitop (Tc) besteht. 

5. verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als 
synthetisches Antigen eine Mischung mindestens eines T^- und 
mindestens eines Te-Epitops verwendet wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das synthetische Ar.tigen von Protozoen oder Viren 
Oder Bakterien oder Tumorzellen stammende B- und T-Zell-Epitope 
enthalt . 
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7. Verfahrcn nacb einem der AnsprOche 1 bis 5, dadurch qekern- 
zeichnet, dass das synthetisch- Antigen von Protozoen oder Viren 
Oder Bakterien Oder Tumorzellen, odct: von eine:: beliebigen 
Kombination derselben stammencie 3- und T-Zell-Epitope enthalt. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zeic)^not, dass die spharischen Mikropartikel aus einem biokompri- 
tiblen bioabbaiibaren Biopolymeren aiifgebaut sind, wobei das Bio- 
polymer aus der Gruppe der Poly (milchsaure) , Poly (glykolsaure) , 
Poly (milch-co-glykols^ure) , Polycaprolacton, Poly (hydroxybuttier- 
sSure) , Poly (hydroxybuttersaure-co-valeri fmsnure) , Polyortho- 
ester oder der Polyanhydride staramf. . 

9. Verfahren nach Anspruch 8/ dadurch gekennzeichnet , dass die 
Biopolymere aus mindestens zwei verschiedenen Gruppen stammer.. 

10. Verfahren nach einem der AriSpruche 1-9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als Dispersionsmedium eine v?assrige oder olige 
Lecithin-Losung oder eine wassrig-olige Lecithin-Emulsion ver- 
wendet wird. 

11. Verfahren nach einem der TVnspruche 1-9, dadurch gekenn- 
zeichnet, d;ss als Dispersionsmedium eine Mikroemulsion verwendet 
wird. 

12. Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 - 11 in 
der Imrnunisierung von Mensch und Tier gegen Krankheiten, die 
durch Viren, Bakterien, Protozoen oder Tumorzellen verursacht 
werden • 
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